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1. Resumen 
 
La progesterona y el estradiol son hormonas esteroideas que ejercen su 
acción en el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal a través de receptores 
nucleares. Sin embargo en los últimos años se ha postulado la existencia de 
otro tipo de receptores que iniciarían una ruta de señalización no genómica en 
determinadas células diana. 
La presencia de ambas hormonas en el tracto reproductor femenino, así 
como la demostración de la existencia de sus respectivos receptores en el 
espermatozoide, sugieren que tanto la progesterona como el estradiol podrían 
jugar un papel importante en la regulación de la funcionalidad espermática a lo 
largo del tracto genital de la hembra, interviniendo en procesos tan importantes 
como la capacitación, la hiperactivación de la motilidad y la reacción 
acrosómica. La capacitación es el conjunto de cambios que sufre el 
espermatozoide en el tracto reproductor femenino, que le preparan para sufrir 
la reacción acrosómica, y que le confieren capacidad fecundante. Todos estos 
procesos estarían relacionados con cambios en la organización del 
citoesqueleto. 
Dado que no existe consenso sobre el efecto que estas hormonas 
podrían ejercer sobre el espermatozoide, el presente trabajo pretende estudiar 
los cambios relacionados con la capacitación y la organización del 
citoesqueleto que se producen en espermatozoides de la especie ovina al 
incubarlos en condiciones capacitantes con dos concentraciones distintas de 
cada hormona (1 μM y 100 pM). 
Los resultados del presente trabajo mostraron un aumento significativo 
en el porcentaje de espermatozoides con una distribución intracelular de calcio 
asociada al proceso de capacitación en las muestras incubadas con ambas  
hormonas. Sin embargo, no se observó un aumento en la fosforilación de 
residuos de tirosina de las proteínas de membrana ni en la motilidad progresiva 
de los espermatozoides. Así mismo, también se observaron cambios 
estadísticamente significativos en la distribución del citoesqueleto de actina. 
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1. Abstract 
 
The action of progesterone and estradiol through the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis is mediated by nuclear receptors. However, in the recent 
years, the existence of another type of receptors has been proposed. These 
receptors could stimulate non-genomic signaling pathways in target cells. 
The presence of both hormones in the female genital tract combined with 
the existence of their receptors in the spermatozoa, suggests that both 
progesterone and estradiol could play an important role on the sperm 
functionality within the female reproductive tract by the regulation of important 
events as capacitation, hyperactivated motility and acrosome reaction. 
The biochemical changes spermatozoa must undergo in the female 
reproductive tract in order to have the ability to develop the acrosome reaction 
and penetrate and fertilize an egg is called capacitation. All of these changes 
are related to a reorganization of the actin cytoskeleton of the cell. 
Due to the lack of agreement on the effect of these two hormones on the 
spermatozoa, one of the aims of this study was to analyze the changes, 
according to capacitation and cytoskeleton reorganization, experimented by ram 
sperm incubated with two different concentration of each hormone (1µM and 
100pM). 
Our results shown that the presence of progesterone and estradiol in the 
incubation medium increased significantly the percentage of spermatozoa with 
an intracellular distribution of calcium related to the capacitation state in 
comparison to the control group. However there were no significant differences 
in the percentage of motile spermatozoa or membrane protein tyrosine 
phosphorylation. 
Likewise, the incubation with these hormones also showed significant 
changes in the actin cytoskeleton distribution. 
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2. Introducción 
2.1. La capacitación espermática 
 
En mamíferos, los espermatozoides presentes en el eyaculado no son 
capaces por sí mismos de fecundar al ovocito. Para que esto pueda ocurrir, 
deben darse una serie de cambios que permitan al espermatozoide adquirir las 
características necesarias para unirse al ovocito y dar lugar a un cigoto. Estos 
cambios se producen secuencialmente durante un complejo proceso conocido 
como capacitación y ocurren de forma natural en el tracto reproductor 
femenino(Yanagimachi, 1994). 
Entre otros eventos fisiológicos y bioquímicos, el proceso de 
capacitación cursa con un aumento de la fluidez de la membrana plasmática 
(Gadella et al., 2008), cambios en la distribución del calcio intracelular (Lishko 
et al., 2011) y la activación de diferentes rutas de señalización celular (Grasa et 
al., 2006). 
Además, al final de la capacitación también se produce un cambio en la 
motilidad del espermatozoide conocido como hiperactivación flagelar. De esta 
forma el espermatozoide de mamífero presenta dos tipos de motilidad 
fisiológica(Katz et al., 1981): 
 Una motilidad activada, caracterizada por una trayectoria relativamente 
recta, propia del espermatozoide recién eyaculado. 
 Una motilidad hiperactivada, característica de espermatozoides con 
capacidad fecundante y consistente en curvas mucho más profundas, 
produciendo un movimiento casi circular o en forma de ocho 
(Yanagimachi, 1994).  
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Durante el proceso de capacitación el espermatozoide pasa de una 
motilidad activada a una hiperactivada (Figura 2.1.), reduciendo el batido 
flagelar en torno a un sexto. Este cambio en el patrón de movimiento se 
produce durante el tránsito por el tracto reproductor femenino, por lo que podría 
estar estimulado por los componentes de las secreciones del mismo(Zaneveld 
et al., 1991). 
Todos estos eventos que 
ocurren durante el proceso de 
capacitación permiten al 
espermatozoide experimentar la 
reacción acrosómica (RA). La RA es 
un proceso de exocitosis 
controladaen el que se liberan 
enzimas hidrolíticas situadas en la 
parte apical de la cabeza del 
espermatozoide y le permiten 
penetrar en la zona pelúcida del 
ovocito posibilitando la fecundación. 
Sólo los espermatozoides 
capacitados pueden llevar a cabo la 
reacción acrosómica (Figura 2.2.). 
Figura 2.2:Esquema de la reacción acrosómica 
(RA). La liberación de enzimas hidrolíticas 
presentes en la zona acrosomal de la cabeza 
del espermatozoide permite a este atravesar la 
zona pelúcida del ovocito(Ikawa et al., 2010). 
Figura 2.1.: Patrón de movimiento espermático. Motilidad activada (A) e hiperactivada (B y 
C). En la motilidad hiperactivada se observan cambios en la trayectoria que pasa de ser recta 
a errática(Ho and Suarez, 2001). 
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Un hecho fundamental para que se produzca esta reacción acrosómica, 
es la reorganización del citoesqueleto, que también va asociada con el proceso 
de capacitación (Muratori et al., 2009), aunque los mecanismos moleculares 
implicados en este reordenamiento interno no se conocen del todo bien. 
2.1.1. Capacitación espermática in vitro 
Los procesos de mejora y desarrollo de las especies ganaderas están 
ligados mayoritariamente a la inseminación artificial, aunque en animales 
especialmente valiosos también se utilizan otras técnicas de reproducción 
asistida como la fecundación in vitro. Dado que la capacitación espermática 
ocurre de manera natural en el tracto reproductor femenino, la utilización de 
estas últimas técnicas de reproducción asistida están inevitablemente ligadas a 
procesos de capacitación in vitro, que permitan a los espermatozoides alcanzar 
el grado de madurez necesario para fecundar el ovocito. 
La capacitación in vitro consta de dos pasos fundamentales:  
1) Eliminación del plasma seminal ya que este ejerce un efecto negativo 
sobre la capacitación espermática (Mortimer, 1994). Existen distintas 
técnicas de lavado espermático que permiten recuperar 
espermatozoides libres de plasma seminal(Mortimer and Mortimer, 
1992), como el lavado por gradientes de densidad o la técnica de 
swim-up, basada en la capacidad de los espermatozoides de nadar 
desde el fondo de un tubo hasta la superficie, dejando abajo el resto 
de componentes del eyaculado. 
2) Incubación de los espermatozoides libres del plasma seminal en 
diluyentes específicos y condiciones que se asemejen a las del tracto 
reproductor femenino (Visconti et al., 2002). Estos diluyentes suelen 
contener sustratos energéticos (piruvato, lactato, glucosa), albúmina 
como aceptor de colesterol, bicarbonato y calcio, además de otros 
compuestos. 
El mecanismo por el cual estos componentes promueven la 
capacitación sigue siendo motivo de estudio. Parte del proceso ha podido ser 
identificado, ya que se ha determinado una correlación entre la capacitación y 
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la salida de colesterol de la membrana plasmática(Jin and Yang, 2016), lo que 
conlleva un incremento en la fluidez de la misma, con una modificación en la 
concentración de iones y una hiperpolarización de la membrana. Todo ello es 
necesario para que se produzca la hiperactivación espermática y finalmente la 
reacción acrosómica. 
2.2. El citoesqueleto en el espermatozoide 
 
El citoesqueleto es una estructura tridimensional que, entre otras cosas, 
proporciona un soporte interno a las células, organiza sus estructuras internas 
e interviene en procesos como la división celular. Está compuesto por una red 
de filamentos proteicos que actúan de forma dinámica y determinan la forma y 
la organización de los orgánulos celulares dentro de la propia célula. 
La actina se encuentra presente en las células como monómeros libres 
en forma globular (G-actina) o como polímeros lineales en forma de filamentos 
(F-actina). En el espermatozoide, la estructura y localización de los filamentos 
de actina no está clara. En el espermatozoide humano (Figura 2.3.), el más 
estudiado, las regiones con mayor presencia de actina serían el espacio 
acrosomal, el segmento ecuatorial, la zona postacrosomal, así como el flagelo 
(Fouquet and Kann 1992). 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el flagelo, la actina podría jugar un papel importante en la regulación 
del movimiento flagelar (Lin et al., 2002), mientras que en la cabeza, su 
Figura 2.3.: Esquema de un espermatozoide. En la cabeza se aprecia la zona 
acrosomal (1), el segmento ecuatorial (2) y la zona post-acrosomal (3) 
Cabeza Pieza intermedia Flagelo 
1 2 3  
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localización en la región acrosomal de numerosas especies podría indicar su 
implicación en procesos tan importantes como la capacitación o la reacción 
acrosómica (Romarowski et al., 2016). 
En espermatozoides de distintas especies se ha descrito que la  
capacitación in vitro viene acompañada de un aumento en la polimerización de 
la actina mientras que para que se lleve a cabo la reacción acrosómica es 
necesario que se produzca una rápida despolimerización de los filamentos 
(Brener et al., 2003). 
Este estudio demostró que el bloqueo de la polimerización de la actina 
por faloidina inhibía la capacitación espermática así como la reacción 
acrosómica Además también se demostró que esta polimerización y 
despolimerización de actina estaba fuertemente influenciada por la 
concentración de calcio intracelular. 
 Por otro lado, Saponaro y cols.(2012).también observaron un descenso 
en el porcentaje de espermatozoides capacitados en presencia de un inhibidor 
de la polimerización de actina. Este trabajo también reveló que la actina 
polimerizada podría interactuar con diferentes compartimentos subcelulares, 
actuando como un coordinador de rutas celulares implicadas en la 
funcionalidad espermática   
Ambos trabajosconfirmaron que la remodelación de la estructura de 
actina en la cabeza del espermatozoide juega un papel importante en los 
procesos de capacitación y reacción acrosómica. 
Otro componente importante del citoesqueleto espermático es la 
tubulina. La tubulina es una proteína que compone los microtúbulos del flagelo 
y que por tanto está también implicada en la motilidad espermática (Mendes 
Maia et al., 2015). La alta presencia de esta proteína en el flagelo sugiere que 
podría estar relacionada con la hiperactivación de la motilidad espermática 
asociada a la capacitación; sin embargo, las modificaciones que sufre la 
tubulina para alcanzar este tipo de movimiento no se conocen demasiado bien 
(Palecek et al., 1999). 
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2.3. Efecto de las hormonas esteroideas sobre el 
espermatozoide 
 
En general, la acción de la progesterona y el estradiol en la regulación 
de la expresión génica en el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal, que controla la 
reproducción en mamíferos, está mediada por receptores nucleares. Sin 
embargo, existen estudios in vitro que también sugieren que ambas hormonas 
esteroideas podrían ejercer una acción no genómica por unión a receptores en 
la membrana plasmática de sus células diana(Razandi et al., 1999).De esta 
manera, su efecto sería mucho más rápido que el genómico, siendo detectable 
en cuestión de minutos frente a las horas o días que tardaría en hacer efecto 
por la vía nuclear. (Figura 2.4.) 
 
Figura 2.4.: Efecto genómico (izquierda) y no genómico (derecha) de la progesterona y el estradiol sobre 
una célula somática (Baldi et al., 2009) 
 
La primera demostración de la existencia de un efecto directo de las 
hormonas esteroideas sobre el espermatozoide se produjo en 1998  cuando 
Calzada y cols.(1988)observaron un incremento en el potencial de membrana 
en espermatozoide humano tras el tratamiento con testosterona, estrógenos y 
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progesterona. Un año más tarde Osman y cols.(1989) demostraron la rápida 
inducción de la reacción acrosómica por la progesterona en espermatozoide 
humano. 
La progesterona y el estradiol están presentes en el tracto reproductor 
femenino en concentraciones del orden de nanomolar (Carson and Challis, 
1981).La progesterona es sintetizada en los ovarios, glándulas adrenales y 
placenta. Además las células del cúmulus que rodean al ovocito secretan 
progesterona a concentraciones del orden de micromolar (Teves et al., 2006). 
El estradiol se sintetiza endistintos lugares del organismo como la corteza 
suprarrenal o el tejido adiposo, pero destaca sobre todo su producción en las 
células de la granulosa ovárica en las hembras y en las células de Leydig 
testiculares en los machos. 
La concentración de estas hormonas en los fluidosdeltracto reproductor 
femenino es difícil de calcular, ya que depende tanto de el momento del ciclo 
estral en que se encuentre la hembra, como la especie animal o el número de 
células del cúmulusque rodean al ovocito, pero se estima que existe un 
gradiente de concentración desde las proximidades del ovocito hasta las 
regiones más distales (Sagare-Patil et al., 2012). 
La forma en la que estas hormonas esteroideas ejercen estas rápidas 
acciones no-genómicas sobre los espermatozoides es todavía materia de 
discusión. Podría ser a través de los mismos receptores nucleares clásicos 
localizados en caveolas en la membrana plasmática o bien mediante su unión a 
receptores de membrana específicos, que podrían ser totalmente diferentes a 
los clásicos (Baldi et al., 2009).  
Diferentes trabajos a lo largo de las últimas décadas han mostrado 
evidencias de un tipo u otro de receptores de progesterona en 
espermatozoides de distintas especies (Cheng et al., 1998; Sirivaidyapong et 
al., 2001; De Amicis et al., 2011; Rago et al., 2014) por lo que parece factible la 
existencia de ambos.  
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En cuanto a los receptores de estrógenos que median esta acción no 
genómica, se han postulado tanto los clásicos, ERα, ERβ como otros 
diferentes, como el GPR30 (Ded et al., 2013). 
En la especie ovina, nuestro grupo ha evidenciado recientemente la 
presencia tanto de receptores de progesterona(González-Arto, 2013)como la 
del receptor de estrógeno β (Erβ) (Casao et al., 2011) en el espermatozoide. 
En las últimas décadas han surgido numerosos trabajos sobre la 
implicación de la progesterona y el estradiol en procesos tan importantes como 
la capacitación, el cambio en el patrón de movimiento y la reacción acrosómica 
en espermatozoides de varias especies (Muratori et al., 2009) si bien hasta la 
fecha no existen publicaciones sobre sus efectos en el espermatozoide ovino. 
A continuación se describirán de forma más detallada las acciones descritas 
para cada una de las hormonas en otras especies. 
 
2.3.1.  Acciones de la progesterona sobre el espermatozoide 
 
Existen numerosos estudios sobre el efecto de la progesterona en la 
capacitación in vitro de espermatozoides (Yamano et al., 2004; Fujinoki, 2010; 
Gautier et al., 2016) pero muy pocos en la especie ovina. 
Aunque el mecanismo de acción exacto no está claro, diferentes trabajos 
sugieren que la progesterona podría activar rutas de señalización intracelular 
implicadas en los procesos relacionados con la capacitación, la hiperactivación 
de la motilidad o la reacción acrosómica. Entre estas rutas se encontrarían la 
generación de AMP cíclico (AMPc), la fosforilación de residuos de tirosina, la 
activación de fosfolipasas y el incremento de calcio intracelular (Baldi et al., 
2009). 
2.3.1.1. La progesterona y la capacitación espermática 
 
Como se ha explicado anteriormente, la capacitación es un proceso 
complejo que ocurre de forma natural en el tracto reproductor femenino y a 
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través del cual el espermatozoide adquiere una serie de características que le 
permitirán, en última instancia, fecundar al ovocito.  
Para conseguir la capacitación de espermatozoides in vitro son 
necesarios diluyentes específicos que incluyan sustancias capaces de inducir 
los cambios necesarios para que se lleve a cabo tanto este proceso como la 
posterior reacción acrosómica. 
Hay estudios en la especie humana que sugieren que la adición de 
progesterona a estos diluyentes durante el proceso de capacitaciónin vitro 
tendría un efecto positivo sobre este proceso(Yamano et al., 2004), sin 
embargo, ni en las especie equina ni en la bovina, este efecto inductor de la 
progesterona sobre la capacitación no ha podido ser demostrado(Therien and 
Manjunath, 2003; Neild et al., 2005). 
Por otra parte, la falta de consenso para fijar un marcador universal que  
confirme que se ha producido la capacitación in vitro hace que sea muy difícil 
definir de forma clara el efecto de la progesterona sobre este proceso. 
 
2.3.1.2. La progesterona y la motilidad espermática 
 
Las células del cúmulus que rodean al ovocito secretan progesterona a 
una concentración del orden de micromolar (Teves et al., 2006). Dado que la 
motilidad del espermatozoide pasa a un estado hiperactivado en las 
proximidades del ovocito, se podría postular que la progesterona jugaría un 
papel importante en este cambio en el movimiento espermático.  
Muchos factores afectan a la motilidad espermática incluyendo el calcio, 
el AMPc y otros componentes de los fluidos del tracto reproductor femenino 
(Luconi et al., 2006). Además, tanto en la especie humana (Sagare-Patil et al., 
2012) como en ratón (Roldan et al., 1994; Harper et al., 2004), diferentes 
estudios in vitro han demostrado que la progesterona es capaz de inducir el 
patrón de movimiento asociado a la capacitación (hiperactivación) a 
concentraciones entre 3 y 5 µM. Sin embargo, en otras especies como la 
equina (Neild et al., 2005) y la bovina (Therien and Manjunath, 2003), esta 
hormona parece carecer de este efecto inductor de la hiperactivación. 
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También se ha demostrado que la progesterona induce la modificación 
de los niveles de calcio intracelular en las proximidades del flagelo, lo que 
sugeriría que este mecanismo podría ser el responsable de la inducción de la 
hiperactivación (Harper et al., 2004). 
2.3.1.3. La progesterona y la reacción acrosómica 
 
La interacción entre la zona pelúcida del ovocito y la cabeza del 
espermatozoide tiene como resultado la fusión de la membrana plasmática con 
la acrosomal externa, permitiendo la liberación de las enzimas proteolíticas 
presentes en el acrosoma, es decir, la  reacción acrosómica. Uno de los 
numerosos factores implicados en esta reacción podría ser la progesterona, 
presente en el tracto reproductor de la hembra (Muratori et al., 2009). La 
progesterona está fuertemente relacionada con la entrada de calcio al interior 
celular (Bedu-Addo et al., 2007) y este ión es uno de los más importantes a la 
hora de llevar a cabo dicha reacción acrosómica.  
 
2.3.2. Acciones del estradiol sobre el espermatozoide 
 
Durante muchos años se creía que los estrógenos eran hormonas 
principalmente femeninas que contribuían a la salud y fertilidad de la hembra. 
Sin embargo en las últimas décadas, se ha postulado la importancia que 
podrían tener también en el macho, afectando a la capacidad reproductiva del 
mismo (Filippi et al., 2002). 
La importancia de los estrógenos en la producción espermática quedó 
demostrada con la creación de ratones knock-out para el receptor de estrógeno 
α (ERα) que presentaban, entre otros problemas, alteraciones en la 
espermatogénesis  e infertilidad (Eddy et al., 1996). 
Pero además, como los estrógenos se hayan presentes en el tracto 
reproductor femenino, una vez que los espermatozoides se encuentran en ese 
ambiente, su funcionalidad podría verse afectada por las acciones no 
genómicas de estas hormonas, mediadas por su unión a receptores 
transmembrana.  
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2.3.2.2. El estradiol y la capacitación espermática 
 
El estrógeno más potente es el 17β-estradiol (E2) y su efecto sobre la 
capacitación espermática ha sido ampliamente estudiado, si bien es todavía 
motivo de discusión. Mientras unos autores han demostrado un efecto positivo 
sobre la  capacitación(Ded et al., 2013; Gautier et al., 2016; Gray et al., 2016), 
otros han concluido que la presencia de estradiol disminuye la probabilidad del 
espermatozoide de sufrir la capacitación y la reacción acrosómica, 
independientemente de la presencia de progesterona, tanto en ratón (Sebkova 
et al., 2012), como en la especie humana(Vigil et al., 2008). 
 
2.3.2.3. El estradiol y la motilidad espermática 
 
Al igual que ocurre con la progesterona, la mayor concentración de 
estradiol en las proximidades del ovocito podría sugerir que juega un papel 
importante en la consecución del movimiento hiperactivado; sin embargo, la 
acción de esta hormona sobre la motilidad espermática tampoco está clara. 
 Mientras unos autores no observan cambios significativos en el patrón 
de movimiento (Adeoya-Osiguwa et al., 2003), otros afirman que el estradiol 
podría inhibir la hiperactivación estimulada por otras hormonas como la 
progesterona o la melatonina, pero sin tener ningún efecto por sí mismo sobre 
el movimiento del espermatozoide(Fujinoki and Takei, 2015). 
 
2.2.3.3. El estradiol y la reacción acrosómica 
 
El posible efecto del estradiol sobre la reacción acrosómica también ha 
sido objeto de desacuerdo. Mientras unos autores proponen que los estrógenos 
presentes en el ambiente del tracto reproductor de la hembra podrían favorecer 
la reacción acrosómica (Adeoya-Osiguwa et al., 2003), otros sugieren que el 
efecto favorable de la progesterona sobre reacción acrosómica podría estar 
inhibido por altas dosis de 17β-estradiol (Ded et al., 2013). 
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En definitiva, existe mucha controversia en cuanto al efecto de las 
hormonas esteroideas, progesterona y estradiol, sobre el espermatozoide, y su 
mayor o menor implicación en  procesos tan importantes como la capacitación, 
la hiperactivación o la reacción acrosómica. 
Por tanto, conocer mejor cómo afectan estas hormonas a la 
funcionalidad espermática mediante una vía no genómica permitiría utilizar 
diluyentes específicos formulados con la presencia de agonistas o antagonistas 
de sus receptores, mejorando así las condiciones de almacenamiento o 
refrigeración de las muestras seminales. 
La acción de la progesterona sobre la remodelación del citoesqueleto ya 
ha sido descrita en distintas células somáticas (Wessel et al., 2014; Pina-
Medina et al., 2016). 
Dado que esta hormona se encuentra en el tracto reproductor femenino 
y existen receptores de la misma en la cabeza del espermatozoide, podría 
también jugar un papel importante en la reorganización del citoesqueleto del 
espermatozoide, implicada a su vez en los procesos de capacitación y reacción 
acrosómica. 
 
Del mismo modo, el estradiol podría ejercer un efecto regulador en la 
remodelación del citoesqueleto de actina aunque no existen estudios que 
prueben su acción.  
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3. Hipótesis y objetivos 
 
Tanto la progesterona como el estradiol son hormonas esteroideas 
presentes en el tracto reproductor de la hembra que podrían estar 
relacionadas con la funcionalidad y supervivencia espermática. 
Los efectos concretos que juegan estas hormonas sobre los 
espermatozoides, así como las rutas de señalización implicadas en los 
mismos, no están del todo claros y son objeto de debate entre distintos 
autores.  
Un conocimiento más profundo de las acciones de estas hormonas 
sobre la funcionalidad espermática podría ser útil a la hora de desarrollar 
diluyentes o medios específicos para las tecnologías de reproducción 
asistida, tanto en la especie humana, como en otras especies animales.  
Por todo esto, en el presente trabajo se plantea la hipótesis de que la 
incubación de espermatozoides ovinos en medios que incluyan 
progesterona o estradiol en condiciones capacitantes, podría dar lugar a 
cambios tanto en el porcentaje de espermatozoides capacitados, como  en 
la reorganización del citoesqueleto espermático. 
Los objetivos planteados son los siguientes: 
- Estudiar el efecto de la progesterona y el estradiol en la 
reorganización del citoesqueleto del espermatozoide ovino. 
- Evaluar la acción de estas hormonas en la capacitación 
espermática ovina. 
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4. Material y métodos 
 
4.1. Obtención de la muestra 
 
Las muestras seminales se obtuvieron de nueve moruecos adultos 
(entre 3 y 6 años) de la raza Rasa Aragonesa pertenecientes a la Asociación 
Nacional de Ganaderos (ANGRA) y mantenidos en las instalaciones del 
Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. La 
extracción corrió a cargo del personal del SEA obteniéndose dos eyaculados 
consecutivos de cada semental mediante el método de vagina artificial, en un 
régimen de tres extracciones semanales. 
De acuerdo con estudios previos realizados por nuestro grupo de 
investigación que demostraban una mayor calidad del segundo eyaculado con 
respecto al primero (Ollero et al., 1996), fueron estos segundos eyaculados los 
que se utilizaron en el presente trabajo. Se trabajó con la mezcla de segundos 
eyaculados de varios sementales para evitar diferencias individuales y se 
mantuvieron las muestras a una temperatura de 37ºC hasta su utilización. 
 
4.2. Separación espermática mediante el método swim-up/dextrano 
 
El contacto prolongado de los espermatozoides con el plasma seminal 
presente en el eyaculado resulta perjudicial para los mismos, afectando a su 
capacitación (Mortimer, 1994). Para impedir que este hecho influyera en los 
resultados de nuestros experimentos fue necesario separar las células 
espermáticas de este plasma seminal. 
Para ello se empleó una variante del método de swim-up basado en el 
descrito por Álvarez para espermatozoides humanos (1993), pero con 
modificaciones, tanto en los diferentes pasos del proceso como en la 
composición del medio, para su aplicación a semen ovino. Este método, puesto 
a punto en nuestro laboratorio por García-López y cols.(1996) se conoce como 
swim-up/dextrano y no incluye etapas de centrifugación que perjudicarían la 
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calidad de los espermatozoides ovinos. Se basa en la capacidad de los 
espermatozoides de “nadar” desde el eyaculado, situado en el fondo del tubo, 
hasta una capa de recogida situada por encima, atravesando una capa 
intermedia rica en dextrano. Esta capa actúa como barrera, dificultando el paso 
de espermatozoides con mala motilidad o con membrana alterada. En la capa 
superior de recogida se obtiene así una muestra enriquecida en 
espermatozoides con buena motilidad e integridad de membrana (Figura 4.1) 
El medio utilizado para la realización de la técnica fue el MS, compuesto 
por NaCl 50 mM, KCl 10 mM, MgSO4 0,4 mM, K2HPO4 0,3 mM,, glucosa 
2,8mM, HEPES 21 mM, piruvato sódico 0,3 mM, lactato sódico 18,6 mM y 
sacarosa 200 mM. También se añadió penicilina (1,5 UI/ml) y estreptomicina 
(15 µg/ml) para evitar la contaminación bacteriana. El pH del medio se ajustó a 
6,5. Este medio no contenía ni CaCl2 ni NaHCO3 para evitar una capacitación 
prematura de las células (Grasa et al., 2004). 
 
 
 
 
 
Para la realización del swim-up/dextrano se depositaron cuidadosamente 
500 µl de la muestra de semen en el fondo de un tubo redondeado de 15 mm 
de diámetro. Sobre éste, se añadieron 500 µl de medio MS que incluía 
dextrano a una concentración de 30mg/ml. Sobre esta capa se añadió 
lentamente y dejando resbalar por las paredes del tubo 1,5 ml de medio de 
recogida MS-A(MS + 5mg/ml de Albúmina Sérica Bovina (BSA)). 
Tras 15 minutos se recogieron 750 µl de sobrenadante y se añadieron 
otros 750µl de medio MS-A, deslizándolo por la pared del tubo. Este proceso se 
Figura4.1.: Esquema del método swim-up/dextrano: Los espermatozoides con mala motilidad o con la 
membrana dañada no son capaces de atravesar la capa de dextrano y quedan en el fondo del tubo. Los 
espermatozoides con la membrana intacta y buena motilidad suben a la superficie donde se recogen. 
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repitió otras 3 veces. Se desechó la primera recogida por contener todavía 
trazas de plasma seminal y se trabajó con la mezcla de las otras 3. 
4.3. Capacitación espermática in vitro 
Las alícuotas de capacitación se prepararon a una concentración 
espermática de 1,6 x108cel/ml en medio TALP (Younis et al., 1991)a partir de 
las muestras seleccionadas por swim-up/dextrano. Este medio, uno de los más 
comúnmente utilizados para llevar a cabo la capacitación in vitro en la mayoría 
de las especies, está compuesto por NaCl 100 mM, KCl 3,1 mM, NaHCO3 25 
mM, NaH2PO4 0,3 mM, lactato sódico 21,6 mM, CaCl2 3 mM, MgCl2 0,4 mM, 
HEPES 10 mM, piruvato sódico 1 mM y glucosa 5 mM; se añadieron 5 mg/ml 
de albúmina sérica bovina (BSA), y se ajustó su pH a 7,2. Las muestras se 
incubaron en una estufa a 39ºC, con 5% de CO2 y 100% de humedad, durante 
tres horas. 
Para evaluar la acción de la progesterona y el estradiol en la 
capacitación espermática se ensayaron dos concentraciones distintas de cada 
hormona (1µM y 100pM) que se añadieron al medio TALP. Las 
concentraciones de hormona ensayadas se decidieron en base a las 
estimaciones de la concentración fisiológica de progesterona en el tracto 
reproductor femenino (Wang et al., 2001), así como las usadas en trabajos de 
otros autores que estudian el efecto de dichas hormonas en el 
espermatozoide(Teves et al., 2006; Guidobaldi et al., 2008; Lishko et al., 2011). 
De esta forma, en cada experimento se mantuvieron en incubación en 
condiciones capacitantes un total de 5 muestras, una por cada concentración 
de cada hormona y otra como control que contenía exclusivamente el medio 
TALP.  
Las muestras se denominaron de la siguiente forma: 
- Control 0h (SUP): muestra obtenida por swim-up. Sin incubación. 
- Control 3h(C3h):muestra obtenida por swim-up e incubada 3 horas en 
medio TALP. 
- 1µME2:muestra obtenida por swim-up e incubada 3 horas en medio 
TALP + Estradiol 1 µM. 
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- 100pME2: muestra obtenida por swim-up e incubada 3 horas en medio 
TALP  + Estradiol 100 pM. 
- 1µMP4: muestra obtenida por swim-up e incubada 3 horas en medio 
TALP + Progesterona 1 µM. 
- 100pMP4 : muestra obtenida por swim-up e incubada 3 horas en medio 
TALP + Progesterona 100pM. 
 
4.4. Evaluación de las muestras espermáticas 
4.4.1. Concentración espermática 
 
La concentración espermática, definida como en número de 
espermatozoides por mililitro presentes en una muestra, se determinó tras su 
recuperación por swim-up. Para ello se realizó una dilución 1:100 con agua y 
se procedió al contaje de células en una cámara de Neubauer (Marienfeld, 
Alemania). Se determinó el número de células presentes en un volumen de 0,1 
mm3 y se aplicó la formula siguiente: 
ܥ = ݊º݁ݏ݌݁ݎ݉ܽݐ݋ݖ݋݅݀݁ݏݔ10ସݔ
1
݈݀݅ݑܿ݅ó݊ = ݈ܿ݁/݈݉ 
4.4.2. Motilidad espermática 
 
El porcentaje de espermatozoides mótiles así como el de motiles 
progresivos (entendiendo estos segundos como los que describen una 
trayectoria rectilínea) se evaluó utilizando un sistema computarizado de análisis 
espermático (CASA, computer assisted sperm analysis), concretamente el 
ISAS (Integrated Semen Analysis System) 1.0.4 (Proiser SL, Valencia, 
España). Para ello se colocó una gota de 6 µl de cada muestra sin diluir 
(excepto la muestra SUP que se diluyó1:10en medio bifase (sacarosa 0,25 M, 
glucosa 5mM, EGTA 0,1 mM, NaH2PO4 (pH 7,5) 7 mM, KOH 2 mM y HEPES 
10 mM) entre un porta y un cubre previamente atemperados y se observó con 
objetivo 10x en un microscopio de contraste de fases a través de un monitor de 
ordenador equipado con el sistema CASA (Figura 4.2.A). 
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Se analizaron cinco campos distintos por cada gota y el programa 
identificó y clasificó las trayectorias de los espermatozoides en lentas, medias y 
rápidas (Figura 4.2. B). Así mismo proporcionó un porcentaje de 
espermatozoides mótiles y mótiles progresivos en función de los totales. 
Además el sistema CASA proporcionó valores medios de parámetros 
cinéticos que aparecen recogidos en la tabla 1: 
 
Tabla 1: Parámetros cinéticos analizados por el sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) 
utilizado para analizar la motilidad espermática 
PARÁMETRO UNIDAD DEFINICIÓN 
Velocidad curvilínea (VCL) µm/s 
Distancia recorrida por el 
espermatozoide a lo largo de su 
trayectoria real en función del 
tiempo. 
Velocidad rectilínea (VSL) µm/s 
Distancia recorrida por el 
espermatozoide desde el primer 
punto hasta el último de su 
trayectoria. 
Velocidad media (VAP) µm/s 
Distancia recorrida por el 
espermatozoide a lo largo de su 
trayectoria media en función del 
Figura 4.2.: (A) Equipo de análisis de la motilidad espermática . (B) Análisis de la imagen microscópica 
(objetivo de 10x) analizada por el programa ISAS (Integrated Semen AnalysisSystem).  Aparecen marcados   
los espermatozoides estáticos (en amarillo), y la trayectoria de los espermatozoides mótiles lentos (azul), 
medios (verde) y rápidos (rojo).   
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tiempo. 
Índice de linearidad (LIN) % 
Relación porcentual entre la VSL y 
la VCL 
Índice de rectitud (STR) % 
Relación porcentual entre la VSL y 
la VAP 
Índice de oscilación 
(WOB) 
% 
Relación porcentual entre la VAP y 
la VCL 
Amplitud del 
desplazamiento lateral de 
la cabeza (ALH) 
 
µm/s 
Desplazamiento medio efectuado 
por la cbeza del espermatozoide en 
su trayectoria curvilínea de un lado a 
otro de la trayectoria media o lineal. 
Frecuencia de batida de 
cola (BCF) 
Hz 
Frecuencia con la cual la trayectoria 
curvilínea atraviesa la lineal o media 
en función del tiempo 
Mótiles no Progresivos 
(MNP) 
% 
Porcentaje de espermatozoides que 
se mueven sin desplazamiento 
apreciable 
Mótiles progresivos (MP) % 
Porcentaje de espermatozoides que 
presentan desplazamiento. 
Estáticos % 
Porcentaje de espermatozoides que 
no presentan motilidad. 
 
 
4.5. Evaluación de la capacitación espermática 
 
Para estudiar el estado de capacitación de las muestras espermáticas se 
utilizó la tinción con clorotetraciclina (CTC). La clorotetraciclina es un antibiótico 
que penetra en el interior celular y se une al calcio (Caswell and Hutchison, 
1971), dando una coloración fluorescente(Ericsson, 1967), lo que origina 
distintos patrones de fluorescencia en función de la distribución de este ion 
intracelularmente. Los espermatozoides capacitados, no capacitados y 
reaccionados (entendidos estos últimos como los que ya han realizado la 
reacción acrosómica), presentan patrones específicos de tal forma que pueden 
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distinguirse unos de otros (Ward and Storey, 1984). Esta técnica fue validada 
por nuestro grupo de investigación en la especie ovina (Grasa et al., 2006). 
Para la realización de la técnica se mezclaron 20 µl de cada una de las 
muestras analizadas (la SUP diluida 1:10 en medio bifase, las restantes sin 
diluir) con 20 µl de solución CTC, que contiene 2 mg de CTC disueltos en 5 ml 
de un tampón compuesto por Tris 20mM, cisteína 5 µM y NaCl 130 mM a un 
pH de 7,8. Las muestras se fijaron con 5 µl de una solución de 
paraformaldehido al 1,25% (p/v) en tampón Tris-HCl 0,5M, (pH 7,4). La mezcla 
se incubó a 4 °C durante 1 hora en oscuridad. Posteriormente, se depositaron 
sobre un portaobjetos 3 µl de trietilnediamino 0,22M (DABCO, Sigma Chemical 
Co., Madrid, Spain) diluido en glicerol:PBS (9:1 v/v) junto con 6 µl de cada 
muestra incubada con la solución de tinción. La función del DABCO es 
preservar la fluorescencia. Se colocó el cubreobjetos y se selló la preparación 
con esmalte de uñas. Todo el proceso se realizó en semioscuridad. 
Las muestras se analizaron bajo un microscopio de fluorescencia Nikon 
Eclipse E-400 equipado con filtro V-2A con el objetivo de inmersión (1000x), y 
los espermatozoides se clasificaron según su patrón de fluorescencia en no 
capacitados (NC, distribución de la fluorescencia en toda la cabeza, con o sin 
una banda ecuatorial brillante), capacitados (C, con fluorescencia en la porción 
anterior de la cabeza) o con el acrosoma reaccionado (R, no mostrando 
fluorescencia en la cabeza o solo una ligera señal en la zona ecuatorial) como 
se observa en la figura 4.3. 
 
 
 
 
 
Figura 4.3.: Análisis del estado de capacitación de espermatozoides ovinos mediante
tinción de CTC. Imagen de microscopía de fluorescencia con filtro V-2A y 1000 aumentos.  
Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C), y 
reaccionados (R). 
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4.6. Determinación de la distribución de actina por 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 
 
Con la idea de estudiar si existen cambios en la distribución de actina en 
el citoesqueleto de los espermatozoides durante el proceso de capacitación se 
realizaron una serie de experimentos de inmunofluorescencia indirecta con el 
anticuerpo Anti-Actinantibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU)producido 
en conejo. 
Para la correcta visualización posterior de las muestras se ajustó la 
concentración espermática a 3 x 106 espermatozoides/ml. Para ello la muestra 
se diluyó con tampón PBS (NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM y 
KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se añadieron 50 µl de formaldehído 3,7% (v/v) 
para su fijación. 
La mezcla se incubó durante 20 minutos en una rueda giratoria a 
temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó 6 minutos a 900 x g y se 
eliminó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 500 µl de PBS,  se 
depositaron 40 µl de cada suspensión de células en un portaobjetos 
polilisinado (Superfrost Plus, ThermoFisherScientific, Walthman, MA, EEUU), 
sobre el que previamente se había delimitado una superficie cuadrangular con 
un lápiz de diamante y se dejó secar la gota a temperatura ambiente. Tras la 
adhesión de las células, los portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS en 
agitación durante 5 minutos.  
Tras el lavado se realizó la permeabilización de las muestras con Tritón 
X-100 al 0,5% en PBS. De esta forma el anticuerpo que se añadió 
posteriormente es capaz de penetrar en el interior celular. Se añadieron40 µl de 
esta solución sobre cada muestra fijada en el portaobjetos y se dejó actuar 
durante 15 minutos. 
Pasado este tiempo se realizaron otros 3 lavados de 5 minutos con PBS 
en agitación y a continuación se bloqueó con BSA al 5% en PBS depositando 
también 40 µl sobre cada muestra. El bloqueo se realizó durante al menos dos 
horas en cámara húmeda a temperatura ambiente. Este paso es crucial ya que 
de esta forma se evita que se produzcan uniones inespecíficas. Se volvieron a 
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lavar las muestras tres veces en PBS durante 5 minutos y, tras dejar que se 
secaran, se añadió el anticuerpo primario anti-actina diluido 1:50 en PBS con 
BSA al 1%. Se dejó incubar toda la noche en cámara húmeda y a 4ºC. 
La mañana siguiente se lavaron las muestras de la misma forma que 
anteriormente y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario Alexa 
Flúor 488chicken anti-rabbit (ThermoFisherScientific, Waltham, 
MA,EEUU)diluido 1:600 en PBS con BSA al 1%,durante una hora a 
temperatura ambiente y en oscuridad.  
Finalmente, se lavaron otras tres veces las muestras y tras dejarlas 
secar se montaron con DABCO 0,22 M en solución de glicerol:PBS(9:1 v/v)para 
disminuir la pérdida de fluorescencia. Las muestras se visualizaron utilizando 
un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E-400 equipado con filtro B-2Aª 
con el objetivo de inmersión (1000x). Se contabilizaron al menos 100 
espermatozoides por cada muestra y se dividieron en grupos según el patrón 
de fluorescencia que presentaban. Se observaron 4patrones distintos que se 
repetían en todos los experimentos realizados: 
 Grupo 1 (E): Marcaje en la zona ecuatorial  
 Grupo 2 (AA): Marcaje en la zona apical del acrosoma 
 Grupo 3 (E+AA): Marcaje en la zona ecuatorial y en la zona apical 
del acrosoma 
 Grupo 4 (NEG): Sin marcaje  
 
4.7. Determinación de la polimerización de actina por unión a faloidina-
FITC 
 
La faloidina es una micotoxina del grupo de las falotoxinas producida por 
el hongo Amanita phalloides. Su mecanismo de acción se basa en la unión a la 
actina polimerizada, impidiendo su despolimerización e interfiriendo así en 
muchas de las funciones básicas de las células. 
En la presente memoria se utiliza faloidina conjugada con isotiocianato 
de fluoresceína, (Phalloidin-FITC,Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) para 
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observar cambios en la polimerización de la actina durante el proceso de 
capacitación. 
El proceso de preparación de las muestras es similar al empleado para 
la realización de la inmunofluorescencia indirecta. 
En primer lugar se ajustó la concentración de las células a 3 x 106cel/ml 
diluyéndola con tampón PBS y añadiendo 50 µl de formaldehído 3,7% (v/v) 
para su fijación. La mezcla se incubó durante 20 minutos en una rueda giratoria 
a temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó 6 minutos a 900 x g y se 
eliminó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 500 µl de PBS,  se 
depositaron 40 µl de cada suspensión de células en un portaobjetos 
polilisinado (Superfrost Plus, ThermoScientific), sobre el que previamente se 
había delimitado una superficie cuadrangular con un lápiz de diamante y se 
dejó secar la gota a temperatura ambiente. Tras la adhesión de las células, los 
portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS en agitación durante 5 minutos.  
Tras el lavado se permeabilizaron las muestras con Tritón X-100 al 0,5% 
(v/v) en PBS durante 15 minutos y se volvió a lavar. A continuación se llevó a 
cabo el bloqueo con BSA al 1% en PBS depositando 40 µl sobre cada muestra. 
Incubamos durante diez minutos en cámara fría y en oscuridad. Tras volver a 
lavar se añadieron 40 µl de faloidina-FITC 3 µM sobre cada muestra y se 
incubó durante una hora en oscuridad a temperatura ambiente. Se repitió el 
lavado una última vez con PBS y se añadió una gota de DABCO 0,22 M en 
solución de glicerol:PBS, (9:1 v/v) para minimizar la pérdida de fluorescencia. 
Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia Nikon 
Eclipse E-400 equipado con filtro B-2Aª con el objetivo de inmersión (1000x) y 
posteriormente fueron llevadas al Servicio de microscopía confocal del Centro 
de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA) para ser examinadas. 
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4.8. Detección de la fosforilación de residuos de tirosina de las 
proteínas de membrana espermáticas por Western blotting 
 
4.8.1. Extracción de proteínas espermáticas 
 
Se procedió a extraer las proteínas de la membrana espermática por el 
método descrito por Colás y cols. (2008). A  200 µl de cada muestra 
(1,6x108células/ml)se les añadió100 µl de un medio de extracción compuesto 
por  2% de SDS (dodecil sulfato sódico, p/v), Tris-HCl 0,0626 mM (pH 6,8), 
0,002% de azul de bromofenol diluido en glicerol al 10 % (siendo la 
concentración final de glicerol del 1%), e inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU).  La mezcla se incubó inmediatamente 
durante 5 minutos a 100 °C en baño de arena. Después se centrifugó a 13000 
x g, 5 minutos, a temperatura ambiente y se recogió el sobrenadante, 
desechando el pellet formado. Finalmente, se añadieron 2-mercaptoetanol y 
glicerol, a una concentración final del 5% y el 1%, respectivamente, y los 
lisados se almacenaron a -20 °C hasta su posterior análisis.   
4.8.2. SDS-PAGE e inmunoblotting 
 
Las proteínas se separaron en una dimensión siguiendo el método 
Laemmli (1970), utilizando patrones de comparación de pesos moleculares, de 
10 a 250 kDa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). Se utilizaron geles de 
acrilamida del 10% y las condiciones de electroforesis fueron 130 V durante 90 
min. a 4 °C. Una vez separadas las proteínas, fueron transferidas a una 
membrana de Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA, EEUU), utilizando el 
módulo Mini Trans-Blot® de BioRad (BioRaD, Hercules, CA, EEUU)  
  Una vez realizada la transferencia de las proteínas, los sitios de unión 
no específicos de las membranas se bloquearon incubándolas 1 hora con 5% 
BSA (w/v), a temperatura ambiente en un tampón PBS (NaCl 136 mM, KCl 0,2 
g/l, Na2HPO4 1,44 g/l,   KH2PO4 0,24 g/l, pH 7,4).  
 La detección de  la fosforilación de tirosinas de las proteínas se realizó 
mediante la incubación con el anticuerpo primario monoclonal antifosfotirosinas 
(clone 4G10®; Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), diluido 1:1000 en PBS-
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Tween (PBS con Tween-20 al 0,1% p/V) con 1% BSA al 1% (p/V)  durante toda 
la noche a 4 °C.  
Tras realizar tres lavados de 10 minutos de duración con PBS Tween, 
las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario donkey anti-mouse 
Dylight800 conjugated antibody (Li-CorBiosciences, Lincoln, NE, EEUU) diluido 
1/15000 en PBS-Tween con BSA al 1%, durante 75 minutos a temperatura 
ambiente y en semioscuridad. Finalmente, las membranas se escanearon 
utilizando el equipo OdisseyClx (Licor Biosciences Lincoln, NE, EEUU) y se 
cuantificó la señal para determinar la intensidad relativa de las bandas de 
fosfotirosinas de las proteínas con el mismo software de detección suministrado 
con el equipo. 
 
4.9. Análisis estadístico 
 
Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el software 
GraphPadInStat (versión 3.01; San Diego, CA, EEUU). Las diferencias 
estadísticas de motilidad, estado de capacitación y distribución de actina entre 
los distintos grupos experimentales se analizaron mediante el test de Chi-
cuadrado, mientras que la fosforilación de residuos de tirosina de las proteínas 
de membrana espermáticasse evaluó por análisis de varianza(ANOVA de una 
vía), tras comprobar la normalidad de los datos mediante el test de Kolmogorov 
–Smirnov. 
Los resultados se muestran como la media ± S.E.M. (error estándar de 
la media) del número de experimentos realizados en cada caso. 
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5. Resultados y discusión 
 
Se evaluaron los efectos de la progesterona y el estradiol sobre la 
capacitación espermática analizando distintos fenómenos generalmente 
asociados a la misma, como cambios en el patrón de movimiento, en la 
distribución intracelular de calcio o en la fosforilación de residuos de tirosina. 
Posteriormente se analizaron posibles modificaciones en la organización del 
citoesqueleto de actina en espermatozoides incubados en presencia y ausencia 
de estas hormonas. 
5.1. Efecto de la progesterona y el estradiol sobre la motilidad 
espermática. 
 
Se evaluó el efecto de la progesterona y el estradiol en la motilidad 
espermática tras 3 horas de incubación en estufa a 39 ºC, 5% de CO2 y 100% 
de humedad (condiciones capacitantes). 
Las muestras evaluadas se denominaron de la siguiente manera, sin 
dejar espacios entre cifras y concentraciones para una mejor visualización en 
las gráficas: 
- C3h:control tras tres horas de incubación en medio TALP 
- 1µME2: tras 3 horas de incubación en medio TALP + estradiol 1 µM 
- 100pME2: 3 horas de incubación en medio TALP + estradiol 100 pM 
- 1µMP4: tras 3 horas de incubación en medio TALP + progesterona 1 µM 
- 100pMP4: tras 3h de incubación en medio TALP + progesterona 100pM 
Se utilizó el sistema CASA para la evaluación de la motilidad 
espermática y se comparó la motilidad total y la motilidad progresiva de las 
muestras  con respecto a la muestra control, que contiene únicamente medio 
TALP. 
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Figura 5.1:Motilidad total y progresiva tras 3 horas de incubación en condiciones capacitantes (39 °C y 
5% de CO2), de espermatozoides ovinos en medio TALP (C) y en medio TALP con dos concentraciones 
distintas de progesterona y estradiol (1 µM y 100 pM). Los resultados, expresados en porcentaje, se 
muestran como media ± SEM de 4 experimentos. 
 
Como se aprecia en la figura 5.1 la motilidad espermática total no 
presentó cambios estadísticamente significativos tras la incubación con 
ninguna de las dos hormonas, aunque se aprecia un descenso del porcentaje 
de espermatozoides mótiles totales en la muestra incubada con progesterona 
100 pM (70 ± 15,1% vs. 84,5 ± 1,5% para 100pMP4 y C3h, respectivamente). 
 En cuanto a la motilidad progresiva, se observó un ligero incremento de 
la misma tras la incubación con estradiol (23,5 ± 4,5% y 25,75 ± 6,3% para 
100pME2 y 1µME2, respectivamente) con respecto a la muestra incubada en 
medio TALP (20,25 ± 2,2%), sin llegar a ser estadísticamente significativo en 
ninguno de los casos. En relación a la progesterona, el porcentaje de 
espermatozoides con motilidad progresiva fue similar al control para ambas 
concentraciones de hormona (20,25 ± 2,2%, 18,25 ± 2,8% y 19,75 ± 2,8% para 
C3h, 1µMP4 y 100pMP4, respectivamente). 
La hiperactivación espermática es, como ya se ha comentado, un 
cambio en el patrón de movimiento asociado con la capacitación. Este cambio 
implica una disminución en el porcentaje de espermatozoides con movimiento 
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progresivo, ya que la hiperactivación se caracteriza por un batido mucho más 
asimétrico del flagelo, lo que da lugar a un movimiento en  círculos o con un 
patrón en forma de ocho (Yanagimachi, 1994). El hecho de que las muestras 
incubadas con estradiol presenten un mayor porcentaje de espermatozoides 
con motilidad progresiva que el control, podría indicar que la incubación con 
esta hormona da lugar a un menor porcentaje de espermatozoides 
hiperactivados. Estos resultados apoyarían la idea de que el estradiol inhibe la 
hiperactivación espermática planteada por otros autores en otras especies 
(Fujinoki and Takei, 2015). En cuanto a la progesterona, al no mostrar efectos 
significativos en la motilidad progresiva, podríamos concluir que ésta no tendría 
influencia en la hiperactivación espermática en la especie ovina, a pesar de 
haber sido descrita por algunos autores como estimulante de la misma en otras 
especies (Roldan et al., 1994; Harper et al., 2004). No obstante habría que 
llevar a cabo un análisis más profundo de los parámetros cinéticos agrupando a 
los espermatozoides en subpoblaciones (análisis de componentes principales, 
PCA) para tener un conocimiento mayor del efecto de estas hormonas sobre el 
movimiento espermático y la hiperactivación. Este estudio se está llevando a 
cabo actualmente en nuestro grupo de investigación en colaboración con otros 
grupos. 
A pesar de que la hiperactivación espermática es un efecto asociado a la 
capacitación, y de que ambos procesos ocurren generalmente de manera 
simultánea de forma fisiológica, algunos autores también han descrito que 
ambos fenómenos pueden producirse de manera independiente (Ho and 
Suarez, 2001), por lo quela ausencia de este tipo de movimiento no indicaría 
necesariamente que no se haya producido capacitación. 
 
5.2. Efecto de las hormonas en la distribución intracelular de calcio 
 
La tinción con clorotetraciclina proporciona unos patrones específicos 
asociados a la capacitación espermática, y nos permite diferenciar 
espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C)y aquellos que han 
sufrido la reacción acrosómica (R). 
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La incubación con las hormonas esteroideas produjo cambios 
significativos en los porcentajes de los distintos subtipos de espermatozoides 
observados tras la tinción con CTC (Fig. 5.2.) 
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El porcentaje de espermatozoides no capacitados (NC) disminuyó 
significativamente tras la incubación con las dos concentraciones de 
progesterona (50,75 ± 4,6% y 44,5 ± 9,0% para 1µMP4 y 100pMP4, 
respectivamente) así como de estradiol (45,0 ± 7,0% para 1µME2 y 48,5 ± 
11,4% para 100pME2) en comparación con la muestra control incubada en las 
mismas condiciones (59,75 ± 11,4% para C3h). 
Sólo la incubación con 1µM de estradiol dio lugar a un incremento 
significativo (P<0,01) en el porcentaje de espermatozoides capacitados (C) en 
comparación con la muestra control (35,75 ± 6,1% vs. 27,25 ± 5,5% para 
1µME2 y C3h, respectivamente). En el resto de las muestras no se apreciaron 
diferencias (30 ± 2,3% para 100pMP4) o un ligero descenso (19,5 ± 2,2% y 
 
Figura 5.2.:Porcentaje de espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y reaccionados 
(R) evaluados por tinción con clorotetraciclina (CTC) tras la incubación en condiciones 
capacitantes(39 °C y 5% de CO2), en medio TALP (C3h) y en medio TALP con dos 
concentraciones distintas de progesterona y estradiol (1 µM y 100 pM). Los resultados se 
muestran como media ± SEM de 5 experimentos. *** P<0,001; **P<0,01 con respecto a C3h 
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23,25 ± 3,0% para 1µMP4 y 100pME2, respectivamente) con respecto al 
control, pero en ningún caso significativo.   
Estos resultados podrían indicar que una baja concentración de estradiol 
inhibiría la capacitación espermática mientras que a altas concentraciones de 
esta hormona este proceso se vería favorecido. Teniendo en cuenta que en el 
tracto reproductor femenino la concentración de estradiol va en aumento hasta 
alcanzar su concentración más alta en las proximidades del ovocito (Sagare-
Patil et al., 2012), una inducción de la capacitación debida a altas 
concentraciones de estradiol sería beneficioso para el espermatozoide, ya que 
experimentaría los cambios asociados a este proceso en las cercanías del 
ovocito y no antes. 
Por otro lado la progesterona pareció no ejercer efectos significativos 
sobre la capacitación espermática, lo que concuerda con los resultados 
expuestos por otros autores, que no fueron capaces de demostrar un efecto 
favorable de los medios enriquecidos con progesterona sobre la capacitación 
espermática (Therien and Manjunath, 2003; Neild et al., 2005). 
Sin embargo, el porcentaje de espermatozoides reaccionados (R) 
presentó un incremento estadísticamente significativo para las dos 
concentraciones de ambas hormonas, siendo la concentración más alta de 
progesterona (1µM) la que presentó un mayor porcentaje de espermatozoides 
reaccionados con respecto al control (29,75 ± 4,5% vs. 13,0 ± 6,5% para 
1µMP4 y C3h, respectivamente). Esto podría confirmar una relación positiva 
entre la progesterona y la reacción acrosómica, ya que esta hormona se ha 
relacionado con la entrada de calcio al interior celular (Bedu-Addo et al., 2007), 
un paso clave en la liberación de las enzimas hidrolíticas del interior del 
acrosoma. La muestra incubada con la concentración más alta de estradiol 
(1µM) fue la que mostró un menor incremento del porcentaje de 
espermatozoides reaccionados con respecto al control (19,25 ± 2,9). 
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5.3. Evaluación de la fosforilación de residuos de tirosina mediante 
western blotting 
 
La fosforilación de residuos de tirosina es otro marcador generalmente 
asociado con la capacitación espermática(Visconti et al., 1995). En este trabajo 
se evaluó dicha fosforilación mediante western-blotting.  
 
Figura 5.3: Western-blot representativo de la fosforilación en residuos de tirosinas de las proteínas de 
membrana de espermatozoides incubados durante 3 horas en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de 
C02)  en medio TALP  sin hormonas (1, control), con estradiol 1µM (2),o 100pM (3),o con progesterona 
1µM (4); o100pM (5). Proteínas de membrana espermatozoides incubados en un medio TALP con alto 
contenido en AMPc (inductor de la capacitación) se utilizaron como control positivo (*).En este westen-
blotse analizaron las proteínas espermáticas de dos experimentos diferentes. 
 
La figura 5.3 corresponde a una membrana representativa los análisis de 
western-blot realizados. En ella se puede observar una mayor intensidad de 
señal correspondiente a proteínas fosforiladas en residuos de tirosinas en el 
carril señalado con un *. Esta muestra fue incubada en un medio con alto 
contenido en AMPc que induce fuertemente la capacitación espermática en el 
espermatozoide ovino, y se utilizó como control positivo de capacitación 
aunque no fue tenida en cuenta para el análisis cuantitativo. 
El análisis densitométrico de las bandas, representado en la figura 5.4. 
reveló un ligero aumento en la fosforilación de residuos de tirosina en la 
muestra incubada con la concentración más alta de progesterona (1µM) con 
respecto a la muestra control, mientras que con la concentración más baja de 
1    2     3    4    5          1    *     2    3   4     5 
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esta hormona (100pM) se observó una disminución de la fosforilación, si bien 
ninguno de estos resultados es estadísticamente significativo. En el caso de las 
muestras incubadas con estradiol, tampoco se apreció ninguna diferencia con 
respecto al control. 
 
                 Fosforilación de residuos de tirosina
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Figura 5.4.: Cuantificación densitométrica (unidades arbitrarias) de la fosforilación de residuos de 
tirosina de las proteínas espermáticas de muestras incubadas en condiciones capacitantes (39 °C y 5% 
de CO2),  en medio TALP (C3h) y en medio TALP con una concentración 1µM de estradiol (1µME2), 
100pM de estradiol (100pME2), 1µM de progesterona(1µMP4) y 100pM de progesterona (100pMP4).  Los 
valores se representan como media ± S.E.M. (n=4) 
 
En el caso de la incubación con estradiol 1µM, sería esperable un 
incremento en la fosforilación de tirosinas, ya que en estas muestras se había 
observado un mayor porcentaje de espermatozoides capacitados, evaluados 
mediante tinción con clorotetraciclina, con respecto al control. Como ya se ha 
comentado, la fosforilación de residuos de tirosina es un evento asociado a la 
capacitación (Visconti et al., 1995), pero esta capacitación es un proceso 
secuencial que ocurre en varias fases. Es posible, por tanto, que se haya 
producido el cambio en la distribución intracelular de calcio que provocaría el 
cambio en el patrón de fluorescencia detectado mediante la tinción con CTC, 
pero que todavía no se haya producido la fosforilación de residuos de tirosina. 
Esto podría  explicar la falta de concordancia entre los resultados obtenidos por 
 una y otra técnica. Sin embargo, no debemos olvidar que tanto progesterona 
como estradiol, a las dos concentraciones ensayadas, también provocan, un 
aumento en el porcentaje de espermatozoides reacciona
CTC, y esta reacción acrosómica se ha asociado
en la fosforilación de residuos
concurrencia de ambos
resultados.  
 
5.4. Determinación de la distribución de actina por 
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
En la figura 5.5 se recoge una serie de imágenes representativas de la 
distribución del citoesqueleto de actina en las distintas muestras 
experimentales, evaluadas mediante inmunofluorescencia indirecta usando un 
anticuerpo primario anti-actina.
 
SUP 
1µME2 
dos, evaluados por 
 también con una disminución 
 de tirosina (Grasa et al., 2006)
 fenómenos podría dificultar la interpretación de los 
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Tras la observación al microscopio de fluorescencia, los patrones de 
distribución de actina de los espermatozoides se agruparon en cuatro 
inmunotipos: 
 Grupo 1 (E): Marcaje en la zona ecuatorial  
 Grupo 2 (AA): Marcaje en la zona apical del acrosoma 
 Grupo 3 (E+AA): Marcaje en la zona ecuatorial y en la zona apical 
del acrosoma 
 Grupo 4 (NEG): Sin marcaje  
El porcentaje de espermatozoides de cada subgrupo evaluados en cada 
grupo experimental se representa en la figura 5.6. 
 
 
 
 
100pMP4 
Figura 5.5.:Imágenes representativas (1000x) de la distribución de actina, obtenidas 
medianteinmunofluorescencia directa con un anticuerpo anti-actina en espermatozoides obtenidos 
por swim-up (SUP) e incubados durante 3 horas en condiciones capacitantesen medio TALP (C3h) y 
en medio TALP con una concentración 1µM de estradiol (1µME2), 100pM de estradiol (100pME2), 
1µM de progesterona (1µMP4) y 100pM de progesterona (100pMP4).   
1µMP4 
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Como se observa en la figura 5.6 existen diferencias estadísticamente 
significativas en el patrón de inmunolocalización de actina entre los distintos 
grupos experimentales.  
El número de espermatozoides que presentaron marcaje sólo en la zona 
ecuatorial (E) aumentó de forma estadísticamente significativa en todas las 
muestras incubadas con hormonas esteroideas con respecto a la muestra 
swim-up (SUP) y con respecto al control, siendo el aumento más alto en la 
muestra incubada con 100 pM de estradiol (51,00  ± 18,4% vs. 32,33 ± 9,6% y 
18,83 ± 4,5% para 100pME2, C y SUP respectivamente), seguido de la 
incubada con 100 pM de progesterona (47,83 ± 12,7%). 
Del mismo modo, también se produjo un descenso estadísticamente 
significativo en el porcentaje de espermatozoides que presentaron 
Figura 5.6.:Evaluación del porcentaje de los distintos inmunotipos espermáticos, evaluados por 
inmunofluorescencia indirecta de la localización de actina en la banda ecuatorial (E), en la región 
apical del acrosoma (AA), en ambas (E+AA) o en ninguna (NEG), en muestras obtenidas por swim-
up (SUP)e incubadas durante 3 horasen condiciones capacitantes(39 °C y 5% de C02)  en medio 
TALP (C3h) y en medio TALP con una concentración 1µM de estradiol (1µME2), 100pM de estradiol 
(100pME2), 1µM de progesterona(1µMP4)y 100pM de progesterona (100pMP4). Los valores se 
representan como media ± S.E.M. (n=6). *** P<0,001; **P<0,01; *P<0,05 con respecto al Control 3h. 
###P<0,001; ##P<0,01;#P<0,05 con respecto al swim-up. 
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fluorescencia en la zona apical del acrosoma (AA), sobre todo con las  
concentraciones bajas de ambas hormonas (18,20 ± 7,3% para 100pME2 y 
11,17±4,1% para 100pMP4) con respecto a la muestra control (23,67 ± 9,1%) y 
swim-up (30,83 ± 10,7%). 
Finalmente, con respecto al porcentaje de espermatozoides que 
presentan marcaje en ambas zonas (E+AA), éste se mantuvo más o menos 
constante con respecto al control, si bien se apreció descenso significativo en 
la muestra incubada con 1µM de progesterona con respecto a la muestra swim-
up (30,5±8,2% vs. 47,33 ± 7,6% para 1µMP4 y SUP, respectivamente) y la 
muestra control (41,33 ± 4,9%), y un descenso algo menor pero también 
significativo en la muestra incubada con estradiol 1µM(39,8 ± 9,2%). 
A la vista de estos resultados se podría concluir que la incubación de 
muestras espermáticas ovinas con hormonas esteroideas y en condiciones 
capacitantes produciría una reorganización del citoesqueleto de actina en estas 
células.  
Si comparamos estos resultados con los obtenidos por tinción con 
clorotetraciclina, también se podría relacionar los espermatozoides que solo 
presentan marcaje en la zona ecuatorial (E), con los espermatozoides que han 
sufrido la reacción acrosómica (R).  
Como se ha comentado en el apartado 5.3., el porcentaje de 
espermatozoides reaccionados aumentaba en el control con respecto al swim-
up, y en las muestras incubadas con hormonas con respecto al control (Figura 
5.2.), siendo este aumento más significativo en las muestras incubadas con 
progesterona (1µM y 100pM) y con la concentración más baja de estradiol 
(100pM). De la misma forma, el porcentaje de espermatozoides que pierden 
inmunofluorescencia frente a actina en la zona apical y que presentan 
fluorescencia exclusivamente en la zona ecuatorial (E) aumenta en el control 
con respecto al swim-up, y en las muestras incubadas con hormonas con 
respecto al control. Igualmente, el mayor porcentaje de espermatozoides con 
este tipo de marcaje se observa en las muestras incubadas con la 
concentración más baja de estradiol (100pM) y con ambas concentraciones de 
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progesterona (1µM y 100pM), lo que coincidiría con los resultados de CTC y 
avalaría esta hipótesis. 
La reacción acrosómica cursa con una fusión de la membrana 
plasmática con la membrana acrosomal externa para que se produzca la 
liberación de enzimas hidrolíticas. Varios autores han demostrado que existe 
relación entre la reorganización del citoesqueleto de actina y la reacción 
acrosómica(Brener et al., 2003; Azamar et al., 2007), con lo que resultaría 
lógica una pérdida de marcaje por inmunofluorescencia de la actina en la zona 
apical de la cabeza del espermatozoide en aquellos espermatozoides que 
hayan experimentado dicho proceso.  
 
5.5. Determinación de la polimerización de actina por unión a faloidina-
FITC 
 
Con objeto de profundizar en los cambios en el citoesqueleto de actina 
en condiciones capacitantes, con y sin hormonas, se llevaron a cabo una serie 
de experimentos utilizando faloidina conjugada con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) para observar 
cambios en la polimerización de la actina. 
Las muestras fueron analizadas mediante microscopía confocal y en la 
Figura 5.7 se recogen alguna de las imágenes obtenidas. 
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Figura 5.7: Espermatozoides teñidos con faloidina-FITC y evaluados mediante microscopía confocal 
a 600x aumentos,  correspondientes a muestras obtenidas por swim-up (SUP)e incubadas durante 3 
horas en condiciones capacitantes (39 °C y 5% de C02)en medio TALP (C3h) y en medio TALP con 
una concentración 1µM de estradiol (1µME2),100pM de estradiol (100pME2), 1µM de 
progesterona(1µMP4)y 100pM de progesterona (100pMP4).   
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Todas las muestras teñidas con faloidina-FITC y evaluadas por 
microscopía confocal presentaban un mismo patrón de fluorescencia,que 
incluía toda la cabeza y flagelo del espermatozoide, con mayor intensidad en la 
zona del segmento ecuatorial y la zona post-acrosomal. También se observó 
un ligero marcaje en la zona apical (Figura 5.8.). 
 
Figura 5.8.: Detalle de la tinción con faloidina-FITC evaluada mediante microscopía confocal a 600x 
aumentos. La imagen corresponde a una  muestra incubada con 1µM de estradiol pero, debido a la 
ausencia de diferencias entre los distintos grupos experimentales, se considera representativa de todas 
las muestras. Se observa tinción en cabeza y cola del espermatozoide con un mayor intensidad en la 
zona del segmento ecuatorial, en la zona post-acrosomal y en la zona apical. 
 
El análisis por imagen de las muestras estudiadas no mostró cambios 
significativos en el patrón de fluorescencia. Esto parece indicar que no se 
produjeron cambios en la polimerización de actina en la incubación con 
ninguna de las hormonas ni respecto al control ni respecto a la muestra swim-
up. Esto no concuerda con los resultados esperados ya que se ha demostrado 
que tanto la capacitación como la reacción acrosómica están regulados por la 
polimerización y despolimerización de la actina (Brener et al., 2003; Bernabò et 
al., 2011; Saponaro et al., 2012). 
Dado que todos los espermatozoides presentaban el mismo patrón de 
tinción, independientemente del grupo experimental, no se realizó ningún 
estudio cuantitativo.  
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6. Conclusiones 
 
1. La incubación con progesterona o con estradiol en condiciones 
capacitantes no dio lugar a cambios en el porcentaje de 
espermatozoides mótiles totales o con motilidad progresiva para 
ninguna de las dos concentraciones estudiadas (1µM y 100pM). 
 
2. La incubación con estradiol a una concentración 1µM en condiciones 
capacitantes aumentó significativamente el porcentaje de 
espermatozoides capacitados. 
 
3. La incubación con progesterona o con estradiol en condiciones 
capacitantes aumentó significativamente el porcentaje de 
espermatozoides que sufren la reacción acrosómica, a las dos 
concentraciones ensayadas (1µM y 100pM). 
 
4. La incubación con progesterona o con estradiol en condiciones 
capacitantes a las dos concentraciones ensayadas (1µM y 100pM) 
provocó cambios en la organización del citoesqueleto de actina. 
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6.    Conclusions 
 
1. None of progesterone or estradiol concentrations assayed (100 pM 
and 1µM) affected the percentage of motile or hiperactivated sperm, 
compared with capacitated samples without hormone. 
 
2. Incubation with 1 µM of estradiol resulted in a significant increase of 
the percentage of capacitated sperm. 
 
3. Incubation with both progesterone and estradiol significantly 
increased the percentage of acrosome-reacted for both concentration 
assayed (100 pM and 1µM). 
 
4. Incubation with progesterone or estradiol for both concentration 
assayed (100 pM and 1µM) resulted in significant changes in the 
reorganization of actin cytoskeleton. 
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Effects of 17-β estradiol and progesterone 
on ram sperm functionality
Gimeno, S.; Del Molino, L.; Casao, A.; Cebrián-Pérez, J.A.;
Muiño-Blanco, T. and Pérez-Pé, R.
Dpto. Bioquímica y Biología Molecular y Celular. Instituto de Investigación en Ciencias 
Ambientales de Aragón (IUCA). Facultad de Veterinaria. 
Universidad de Zaragoza, Miguel Servet 177, 50013 Zaragoza
Swim-up-selected spermatozoa (4 x 107 mL-1 ) were diluted in TALP medium and
incubated with three different doses (1 μM, 10 nM or 100 pM) of progesterone
(P4) or estradiol (E2) for 3 h at 39 ºC under 5% CO2 and saturated humidity. As
both hormones were dissolved in PBS with DMSO, a control group containing the
same DMSO concentration (0.1‰) was included.
Methods used:
Sperm membrane integrity was assessed by fluorescent staining with 6-CFDA
and propidium iodide (PI) and analysed by flow cytometry.
Computer-assisted sperm motility analysis (CASA) was performed using the
ISAS 1.0.4 software (Proiser SL).
Capacitation state was evaluated by CTC (chlortetracycline) visualized by
fluorescence microscopy and quantification of phosphorylated proteins (Western
Blot analysis using a monoclonal mouse antibody anti-phosphotyrosine).
Steroid hormones, such estrogens and progesterone, play a crucial
role in regulation of reproductive events in mammals. The presence
of receptors for 17-β estradiol and progesterone on the mammal
sperm surface leads to speculate about a relevant role on sperm
functionality. However, the information about their specific effects on
ovine spermatozoa is scarce. Our group has detected the presence
of receptors for these hormones in ram sperm and therefore the
central aim of this study was to investigate the effect of different
estradiol and progesterone concentrations on several parameters
related to the functionality of ovine spermatozoa, such as motility,
membrane integrity, capacitation state and changes in cytoskeletal
organization.
Changes in cytoskeletal organization were evidenced by indirect
inmunofluorescence assays (IIF) using an anti-actin antibody and visualized by
fluorescence microscopy.
The results obtained showed that the incubation with different concentration of P4 or E2 did not affect the percentage of sperm with progressive motility or
integral plasma membrane (PI-) (not showed in poster). However, incubation with these hormones at 100 pM and 1 μM resulted in a decreased non-
capacitated sperm (CTC staining, p 0.01) rate, concomitant with a higher (p 0.01) percentage of acrosome-reacted sperm compared with control samples
(Fig. 1). A densitometric study of the effect on protein tyrosine phosphorylation showed that the incubation with both hormones did not reveal any significant
changes in protein tyrosine phosphorylation (Fig. 2), although in general there was a decrease in signal of those samples that showed an increment in
acrosome-reacted CTC-subtype. The immunolocalization of actin on ram spermatozoa showed significant changes due to incubation with hormones. The
sperm immunotype AA (reactivity in apical region of the acrosome) decreased after 3 h of incubation with hormones at 39 ºC and 5% CO2 respect control
samples (p 0.01). (Fig. 3).
Grants: CICYT AGL 2014-57863-R, BES-2015-072034 and DGA 2015-A26 FSE
Fig. 2. Western blot and densitometric quantification analysis of total phosphorylated proteins (phosphotyrosines) in a
free-seminal plasma sample before incubation (0h) and in samples treated with different progesterone (P4) and 17-β
estradiol (E2) or without this compounds (control) after 3 h of incubation at 39°C and 5% CO2. Lanes: (1), control 0 h;
(2), control 3 h; (3), 100 pM P4; (4), 10 nM P4; (5), 1 µM P4.;(6) 100 pM E2; (7), 10 nM E2 ; (8), 1 µM E2. Values are
expressed as mean ± SEM (n=6).
A B C
D E F
Panel 2
Fig.1. Percentage of non-capacitated (NC), capacitated (C) and
acrosome-reacted (AR) spermatozoa evaluated by CTC staining in a
free-seminal plasma sample before incubation (0h) and in samples
treated with different progesterone (P4) and 17-β estradiol (E2) or
without this compounds (control) after 1 and 3 h incubation at 39 °C
and 5% CO2. Values are expressed as mean ± SEM (n=4).
Significant differences comparing with control sample at 3 h ** P<0.1
and *** P<0.001.
Fig. 3. Panel 1. Representative images of immunolocation of actin by IIF in ram spermatozoa (a) control 0 h, (b) control 3 h, (c) 1 μM E2, (d) 100 pM E2, (e) 1 μM P4 and (f)100 pM P4 after 3 h of
incubation at 39 °C and 5% CO2 (X 1000). Panel 2. Percentage of different immunotypes observed in the above-mentioned samples. Values are expressed as mean ± SEM (n=6). Significant
differences comparing with control sample at 0 h ### P<0.001 and with control at 3 h *** P<0.001. Actin location are related to signal distribution (E, reactivity at the equatorial region; AA,
reactivity at apical region of the acrosome; E+AA, reactivity at the equatorial and apical region of the acrosome: N, not fluorescence).
Panel 1 
In conclusion, the incubation of ram spermatozoa with steroid hormones led to an increment in the 
percentage of acrosome reacted sperm together with changes in cytoskeletal organization
